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【略語】 
DR        death receptor 
VEGF      vascular endothelial growth factor 
VEGFR     vascular endothelial growth factor receptor 
PDGFR        platelet derived growth factor receptor 
CT26          Colon-26 
EGFR         epidermal growth factor receptor  
CTL           cytotoxic T lymphocyte 
M-CSFR       macrophage-colony stimulating factor receptor,  
VCAM-1       vascular cell adhesion molecule-1 
TNF          tumor necrosis factor 
Apaf-1        apoptotic protease-activating factor 1 
TRAIL        TNF-related apoptosis-inducing ligand 
DcR          decoy receptor            
FADD        Fas-associated death domain 
APC         antigen presenting cell 
PECAM    platelet endothelial cell adhesion molecule 
SMA         smooth muscle actin 
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LYVE-1      lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 
RGS5       regulator of G-protein signaling 5  
IFN         interferon 
IL          interleukin 
PD-1        programmed cell death 1 
CCL        chemokine ligand  
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【要約】  
近年、免疫療法の有用性が相次いで報告されており、マウスの death receptor
（DR）5 のモノクローナルアゴニスト抗体である MD5-1 は腫瘍細胞のアポト
ーシスと細胞傷害性 T 細胞を誘導し、マウスモデルにおいて抗腫瘍効果を示し
た。腫瘍免疫の機序においては腫瘍抗原を貪食した樹状細胞が、リンパ管を通
って所属リンパ節へ移動し、T 細胞に抗原を提示する。そこで活性化した T 細
胞は血管を介して腫瘍へ浸潤し腫瘍を攻撃する。このように免疫療法において
血管とリンパ管は重要な役割を担っているが、腫瘍微小環境では血管新生とリ
ンパ管新生によって異常な腫瘍血管・腫瘍リンパ管が増殖しており、免疫細胞
の活性化と浸潤を阻害している。血管新生においては、血管内皮増殖因子
（vascular endothelial growth factor, VEGF）-A とその受容体である血管内皮
増殖因子受容体（vascular endothelial growth factor receptor, VEGFR）-2 が
中心的役割を果たし、リンパ管新生においては、VEGF-C とその受容体である
VEGFR-3 が中心的役割を果たしている。癌治療においては、複数の作用メカニ
ズムの異なる薬剤を組み合わせることにより相乗的な抗腫瘍効果がもたらされ、
治療抵抗性を改善する可能性があると考えられているが、抗血管療法と抗リン
パ管療法（抗脈管療法）が免疫療法へ与える影響についてはほとんど知られて
いない。そこで、本研究では VEGFR1-3 と血小板増殖因子受容体（platelet 
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derived growth factor receptor, PDGFR）の阻害剤であるスニチニブを抗脈管
療法として、抗 DR5 抗体である MD5-1 を免疫療法として用い、両者の併用療
法の有効性とその機序を明らかにすることを目的とした。 
マウス乳癌細胞 4T1 とマウス大腸癌細胞 Colon-26（CT26）を BALB/c マウ
スの背部に移植し（背部腫瘍モデル）、スニチニブと MD5-1 投与による経時的
な抗腫瘍効果を解析した。4T1 を足底に移植し（足底腫瘍モデル）、腫瘍と所属
リンパ節である膝窩リンパ節を採取し、腫瘍内の血管・リンパ管の形状、リン
パ流、腫瘍内低酸素、腫瘍・リンパ節の免疫細胞の数と活性化について解析し
た。 
いずれの背部腫瘍モデルにおいても、スニチニブもしくは MD5-1 単独群に比
べて併用療法群の抗腫瘍効果が増強した。足底腫瘍モデルにおいて、スニチニ
ブ投与群では腫瘍の異常な血管新生の抑制、ペリサイトの血管内皮被覆率の改
善がみられ、腫瘍血管の正常化が示唆された。また、腫瘍から所属リンパ節、
さらにその上流のリンパ節へ向かうリンパ流が改善した。腫瘍免疫環境を抑制
性へ導く腫瘍内低酸素領域は減少した。スニチニブ群と併用療法群では腫瘍内
の CD8陽性 T細胞と CD4陽性 Foxp3陰性の攻撃性 CD4陽性 T細胞が増加し、
CD4 陽性 Foxp3 陽性の制御性 CD4 陽性 T 細胞は減少した。MD5-1 群と併用療
法群では所属リンパ節における樹状細胞と CD8陽性 T細胞の活性化が増強した。
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これらの結果から、併用療法では MD5-1 投与により所属リンパ節で活性化され
た攻撃性 T 細胞が、スニチニブ投与により低酸素が改善した腫瘍内へ効率的に
浸潤して機能することで、相乗的な抗腫瘍効果がもたらされた可能性を考えた。
CD8 陽性 T 細胞を抗体により消去すると、併用療法の抗腫瘍効果は減弱した。 
今回の検討で、抗脈管療法による血管とリンパ管の機能的改善は腫瘍微小環
境を改善し、免疫療法の効果を高める可能性が示唆された。 
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【研究背景】 
 厚生労働省の人口動態統計によれば、昭和 56 年以降の日本人の死因の第一
位は悪性新生物である。癌についての分子生物学に関する基礎研究、治療ター
ゲットの網羅的検索、臨床試験などの多様なアプローチが行われており、癌の
研究は日進月歩である。2000 年には癌のホールマークとして、増殖シグナルの
維持、増殖抑制機構からの回避、浸潤能と転移能の獲得、複製による不死化、
血管新生、細胞死への抵抗性が挙げられていたが 1)、2011 年にはここにさらに、
免疫機構からの逃避、腫瘍促進性の炎症反応、ゲノム不安定性と変異、細胞エ
ネルギー代謝の異常が加わった 2)。現在、従来の殺細胞性抗癌剤とは一線を画
すそれぞれのホールマークに対する治療が試みられている。例えば肺癌では上
皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor, EGFR）遺伝子変異によ
る恒常的な増殖シグナルの維持に対して 2002 年に本邦で EGFR 遺伝子変異阻
害剤であるゲフィチニブが適応を取得した。また、2009 年には血管新生阻害剤
であるベバシズマブが適応となり、その後、2015 年には癌の免疫機構からの逃
避を克服する免疫チェックポイント阻害剤であるニボルマブが適応を獲得した。
しかし、いずれの治療によっても癌は必ず治療耐性を獲得して別なメカニズム
により増殖を続けるため、複数のホールマークをターゲットとした治療がより
有効であると考えられている 2)。本研究では、血管新生阻害、リンパ管新生阻
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害、アポトーシスと抗原特異的な細胞傷害性 T 細胞（cytotoxic T lymphocyte, 
CTL）を誘導する death receptor（DR）5 のアゴニスト抗体を組み合わせた新
しい治療法の有効性についてマウスモデルを用いて検討した。 
正常血管の走行は規則的で血管内皮はペリサイトにより被覆されているのに
対し、腫瘍血管は不規則に蛇行、増殖、分岐している。また、血管内皮とペリ
サイトの接着が失われて血管構造が不安定になり、透過性が亢進している 3)。
このように腫瘍血管は構造的・機能的に異常であるため、腫瘍内低酸素・低還
流を引き起こし、免疫抑制性の腫瘍微小環境を誘導する 4-8)。この原因となる血
管新生には血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）-A
とその受容体である血管内皮増殖因子受容体（vascular endothelial growth 
factor receptor, VEGFR）-2 が、ペリサイトの遊走や増殖にはペリサイトが発
現する血小板増殖因子受容体（platelet derived growth factor receptor, PDGFR）
が関与する 9)。VEGF-A や VEGFR-2 を介した抗血管新生療法は血管の形態と
ペリサイトによる被覆を改善し、血管を正常化する 10,11)。また、VEGFR 阻害
剤と PDGFR 阻害剤の併用はより強力な血管新生阻害作用を有する可能性があ
る 12)。 
リンパ管は末梢から中枢へ向かう一方通行の導管であり、組織間質液のドレ
ナージと免疫細胞の移動に関わる 13,14)。リンパ管新生には VEGF-C,D とその受
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容体である VEGFR-3 が中心的役割を果たしており 15,16)、VEGF-C の過剰発現
腫瘍は腫瘍辺縁のリンパ流を増強したとの報告がある 17)。リンパ管は白血球や
樹状細胞の移動に必須であるが 18)、腫瘍血管同様、腫瘍リンパ管も機能不全に
あると考えられている 19)。エバンスブルーなどの色素を用いた検討では、マウ
スの足底からのリンパ流は膝窩リンパ節から腸骨リンパ節へ移行し 20,21)、最終
的には静脈角へ向かうことが示されている 22)。 
スニチニブはマルチチロシンキナーゼ阻害剤であり、VEGFR、PDGFR、c-kit、
マクロファージコロニー刺激因子受容体（macrophage-colony stimulating 
factor receptor, M-CSFR）などを阻害する。スニチニブ投与により、異常な血
管新生が抑制され、血管内皮の接着因子である vascular cell adhesion 
molecule-1（VCAM-1）の発現が増強したとの報告がある 23)。リンパ管に関し
ては、VEGFR-3 を介してリンパ管内皮の密度を減らし、リンパ節転移を抑制し
たとの報告がある一方 24)、腫瘍の VEGF-Cの発現を増強してリンパ節転移を増
やしたとする、相反する報告が存在する 25,26)。また、スニチニブは腫瘍、リン
パ節、末梢血において免疫抑制の役割を担う制御性 T 細胞や骨髄由来免疫抑制
細胞を減らす可能性も報告されている 23,27-29)。 
アポトーシスはタンパク質分解酵素であるカスパーゼによって実行される細
胞死の一種であり、その誘導には外因性経路と内因性経路が存在する 30)。外因
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性経路では tumor necrosis factor（TNF）などのアポトーシス誘導分子が膜貫
通型の TNF 受容体などに結合し、イニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ
-8 を活性化する。カスパーゼ-8 はカスパーゼの活性のカスケードを始動してア
ポトーシスを引きおこす。内因性経路では DNA 損傷や酸化ストレスなどの内部
の刺激によって、Bcl-2 ファミリータンパクである Bad、Bid、Bax が細胞質か
らミトコンドリアへ移動し、ミトコンドリアからのシトクロム c の放出を促進
する。シトクロム c、プロカスパーゼ-9、Apoptotic protease-activating factor 1
（Apaf-1）はアポトソームとよばれる複合体を形成し、イニシエーターカスパ
ーゼであるカスパーゼ-9 の動員を促進する。カスパーゼ-9 はカスパーゼカスケ
ードを開始させ、アポトーシスを引き起こす。外因経路と内因経路にはクロス
トークが存在し、カスパーゼ-8 は Bid を活性化することで内因経路を活性化す
ることができる 31,32)。外因性経路を活性化するリガンドの１つである
TNF-related apoptosis-inducing ligand （TRAIL）は TNF スーパーファミリ
ーに属し、ヒトでは主に 4 つの TLAIL の受容体が知られている。アポトーシス
を誘導する DR4、DR5、そしてアポトーシスを阻害する decoy 受容体の decoy 
receptor（DcR）1、DcR2 である 33)。マウスにおいてはアポトーシス誘導性の
受容体は DR5 のみであり、decoy 受容体として mDcR1 と mDcR2 が存在する
34)。TRAIL は三量体を形成して DR に結合し、DR の三量体を誘導する。この
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構造変化により、アダプタータンパク質である Fas-associated death domain
（FADD）が DR 細胞内に局在するデスドメインに結合可能となり、カスパーゼ
-8 の活性化が誘導される。これにより外因性のアポトーシス経路が活性化する。
外因経路のみでアポトーシスに陥る細胞と、前述した内因経路へのクロストー
クがアポトーシスに必要な細胞が存在する 33)。 
TLAIL受容体以外のDRの１つであるCD95をターゲットとした治療により、
マウスモデルにおいて重篤な肝毒性が観察された 35)。また、TNFα の全身投与
は全身性の炎症反応を惹起した 36)。その後、TRAIL 受容体をターゲットとした
治療が試みられ、DR4 や DR5 を特異的に阻害するモノクローナル抗体は半減期
が長く、かつ、重篤な副作用を認めないことから有望な治療法であると考えら
れるようになった 33,37)。DR4 と DR5 の発現は乳癌、肺癌、大腸癌、腎癌、メ
ラノーマ、膵癌、膀胱癌、子宮頸癌などの様々な癌種で確認されており、さら
に DR5 の発現は予後不良因子であるとの報告が多い 32)。DR5 は正常の肝臓、
肺、腎、脾臓、精巣、卵巣、心臓、膵臓では蛋白発現をほとんど認めなかった
ため、正常細胞に傷害を起こさずに抗腫瘍効果を発揮できる可能性が考えられ
た 38)。また、TLAIL は正常組織と比較して腫瘍組織で発現が低下していること
が報告されている 39)。DR4 と DR5 の阻害剤についてはこれまで複数の Phase 
1/2 の治験が行われた。例えば乳癌においては DR5 アゴニスト抗体である
 12 
 
 
Tigatuzumabとタキサン系の殺細胞性抗癌剤であるナブパクリタキセルとの併
用療法の Phase 2 試験が行われ、併用群で 39 人中 3 人（8％）の完全奏功を認
めたが、無増悪生存期間と全生存期間に有意な差は認められなかった。また、
主な有害事象は食欲不振、感覚障害、好中球減少であったが、ナブパクリタキ
セル単独群と比較して Tigatuzumab による有害事象の上乗せは認めなかった
40)。肺癌における既治療患者を対象とした抗 DR4 アゴニスト抗体である
Mapatumumab の単剤療法は、有害事象による治療の中断は認めなったものの、
奏功は認めなかった 41)。また、未治療患者を対象として、Tigatuzumab と殺細
胞性抗癌剤であるカルボプラチン・パクリタキセルとの併用療法群とカルボプ
ラチン・パクリタキセル群に無作為に割り付けた Phase 2 では、併用療法群で
無増悪生存期間と全生存期間の有意な延長は認めなかった。Tigatuzumab 併用
の忍容性は得られたが、カルボプラチン・パクリタキセル群と比べて貧血や好
中球減少などの血液毒性が多く観察された 42)。このように、DR5 をターゲット
とした治療は忍容性があるが、今まで試された組み合わせでは強力な抗腫瘍効
果を得ることができていない。 
Takedaらはマウスの DR5モノクローナルアゴニスト抗体であるMD5-1を使
用し、マウスモデルにおいて抗原提示細胞（antigen presenting cell, APC）が
CTL を誘導するというアポトーシス以外の経路による抗腫瘍効果が存在するこ
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とを見出した 43)。TRAIL 感受性細胞の DR5 受容体に MD5-1 が結合し、MD5-1
の Fc 部位に Fc 受容体を有する細胞（NK 細胞、マクロファージ、樹状細胞）
が結合すると細胞は前述の経路でアポトーシスに陥る。さらに、アポトーシス
した細胞を APC が貪食し、リンパ管を通って所属リンパ節へ移動する。所属リ
ンパ節で APC が T 細胞に抗原提示を行うことで CTL が増加し、さらなる抗腫
瘍効果が誘導される（図１）。さらに、彼らのグループは樹状細胞を活性化する
CD40 と T 細胞を活性化する CD137 に対するアゴニスト抗体を MD5-1 と併用
し、マウスモデルにおいて生着した腫瘍を消去することに成功した 44)。よって、
本研究ではアポトーシスと免疫応答を誘導することを証明した MD5-1 を用い
た。 
免疫療法においてリンパ管・血管の役割は重要であり、腫瘍抗原を貪食した
樹状細胞はリンパ管を通って所属リンパ節へ移動し、T細胞に抗原を提示する。
活性化した T 細胞は血管を介して腫瘍へ浸潤し、腫瘍を攻撃する（図 2）。しか
し、腫瘍の微小環境では異常な腫瘍血管・腫瘍リンパ管が免疫細胞の活性化と
浸潤を阻害すると考えられ、抗血管療法、抗リンパ管療法（抗脈管療法）と免
疫療法との組み合わせは相乗効果が期待できると考える。VEGFR ならびに
PDGFRを阻害するスニチニブが抗脈管療法として MD5-1の効果を増強するか
は今まで明らかになっていない。本研究では、スニチニブと MD5-1 の組み合わ
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せが MD5-1 の抗腫瘍効果を増強すると仮定し、以下の検討を行った。 
まずマウス乳癌細胞 4T1 とマウス大腸癌細胞 Colon-26（CT26）を BALB/c
マウスの背部へ移植した背部腫瘍モデルを作成し、併用療法の抗腫瘍効果を評
価した。次に、抗腫瘍効果の増強のメカニズムを解明するため、BALB/c マウス
の足底へ 4T1 を移植した足底腫瘍モデルを作成し、腫瘍と所属リンパ節である
膝窩リンパ節を採取し、腫瘍内の血管・リンパ管の形状、リンパ流、腫瘍内低
酸素、腫瘍・リンパ節の免疫細胞の数と活性化について解析した。 
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【研究目的】 
抗血管・抗リンパ管療法が腫瘍微小環境に与える影響、ならびに抗 DR5 抗体
との併用による抗腫瘍効果を検証すること。  
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【研究方法】 
マウス 
 マウスは 7 週から 9 週齢のオスの BALB/c マウスと BALB/c nude マウス
（Charles River, Kanagawa, Japan）を使用した。麻酔にはケタミンとキシラ
ジンの腹腔内投与を用いた。なお、本研究は東北大学動物実験委員会の承認を
得て行われた（計画書番号: 2014-医動 196-2）。 
 
腫瘍細胞株と抗体 
 TRAIL 感受性のマウス乳癌細胞 4T1、抗 DR5 抗体（MD5-1）、抗マウス CD4
抗体（GK1.5）、抗マウス CD8 抗体（53-6.7）は順天堂大学医学部・大学院医学
系研究科・免疫学講座の八木田先生から入手した 45)。マウス大腸癌細胞 CT26
は東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センターから提供を受けた。細胞は
10 % 胎児ウシ血清（fetal calf serum, FCS, Nichirei, Tokyo, Japan）、0.4 % ペ
ニシリン、1 % ピルビン酸ナトリウム、1 % 非必須アミノ酸、0.1 % 2 －メル
カプトエタノール（Thermo Fishier Sientific, Waltham, MA）を混和した RPMI
（Sigma, St Louis, MO, USA）を用いて 37℃、5% CO 2下で培養した 45)。 
 
腫瘍マウスモデルの作成 
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図 3 にシェーマを示した。 
１）背部腫瘍モデル 
マウス背部に 2×105の 4T1細胞または 1×106の CT26細胞を皮下注射して移
植した。スニチニブ（Selleckchem, Houston, TX）はコーンオイル（10 mg/ml, 
Wako, Osaka, Japan）に溶解し、35 mg/kg/day を週 5 日経口投与した。抗 DR5
抗体である MD5-1 は 100µg を 4T1 の系では day 4,8,12,16,20 に、CT26 の系
では day4,8,12,16,20,24 に腹腔内投与した。腫瘍サイズを毎日計測し、短径×
短径×長径×0.52 で定量化した 46)。4T1 腫瘍は第 21 日目、CT26 腫瘍は第 28 日
目に摘出した。抗 CD4 抗体と抗 CD8 抗体は day-1,3,7,11,15,19 に腹腔内投与
した。 
２）足底腫瘍モデル 
マウス右足底に 2×105の 4T1 細胞を皮下注射して移植した。スニチニブは 35 
mg/kg/day を週 5 日経口投与した。MD5-1 は 100µg を day 4,8,12 に腹腔内投
与した。VEGFR 阻害剤アキシチニブ（Pfizer, NY, USA）は 0.5%メチルセルロ
ース溶液（2.5mg/ml, Wako）で溶解し、25mg/kg/day を週 5 日経口投与した。
VEGFR-3特異的阻害剤 SAR131675（Toronto Research Chemicals, North York, 
ON, Canada）は、0.5%メチルセルロース溶液／0.5%Tween 80 溶液（Sigma）
（10mg/ml）に溶解し、100mg/kg/day を週 5 日経口投与した。VEGFR-2 特異
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的阻害剤 SU1498（LKT, St. Paul, MN）は 400µg を週 3 回筋肉注射した 47,48)。
第 14 日目に麻酔後、腫瘍・リンパ節の摘出ならびにリンパ流の解析を行った。 
 
免疫組織化学染色 
マウスを 1%パラホルムアルデヒドで還流し、腫瘍と膝窩リンパ節をそれぞれ
摘出した。腫瘍は 30µm の凍結切片を作成し、下記の一次抗体で染色した 47,49)。 
血管内皮：CD31/Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM) -1
（hamster, Thermo） 
ペリサイト：Cy3 conjugated α-smooth muscle actin（SMA）（mouse; Sigma, St 
Louis, MO, USA） 
リ ン パ 管 内 皮 ： Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1
（LYVE-1；rabbit, Angiobio, Del Mar, CA） 
ヒアルロン酸：biotinylated hyaluronic acid binding protein biotin bovine 
（Sigma） 
CD8 陽性 T 細胞：CD8（rat; eBioscience, San Diego, CA） 
CD4 陽性 T 細胞：CD4（rat; eBioscience） 
Foxp3 陽性細胞：biotin conjugated Foxp3 (rat; eBioscience) 
二次抗体は Cy3 または fluorescein isothiocyanate；FITC または Dylight
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（Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA）または 
Alexa Fluor 555 Conjugated Streptavidin (Invitrogen, Frederick, MD）を用
いた。ビオチン含有抗体による染色にはアビジン/ビオチンブロッキングキット
を添付文書に従って使用した（Vector Laboratories, Burlingame, CA）45)。低
酸素領域の検出は、第 14 日に麻酔下に 1.5 mg のピモニダゾール 
(Hypoxyprobe-1 Plus Kit, Hypoxyprobe Inc, Burlington, MA)を静注し、1 時間
後に 1%パラホルムアルデヒドで還流し、腫瘍を摘出して標本を作成した 50)。
スライド標本は共焦点顕微鏡 Carl Zeiss LSM780 （ZEN 2011 software）で撮
影した。 
 
RNA 抽出と quantitative Real Time PCR (qRT-PCR ) 
採取した腫瘍から Trizol 試薬（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA）を用いてトータル RNA を抽出し、RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, 
CA, USA)で精製した。精製したトータル RNA から High Capacity 
RNA-to-cDNA Kit （Applied Biosystems, Foster City, CA,USA）を用いて逆
転写反応を行い、cDNAを作成した。リアルタイム PCR は cDNA、SYBR Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems)と遺伝子特異的なプライマーを反応さ
せて StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)を用いて行っ
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た。結果はハウスキーピング遺伝子であるβ-actin にて補正した。プライマー
は下記を使用した 51)。 
β-actin forward, 5’- CGTTGACATCCGTAAAGACCTC -3’ 
β-actin reverse, 5’- AGCCACCGATCCACACAGA-3’ 
Regulator of G-protein signaling 5（RGS5） 
forward, 5’-GGGTTGCCTGTGAGAATTACA -3’  
RGS5 reverse, 5’- TGAAGTGGTCAATGTTCACCTCT -3’ 
VEGF-C forward, 5’-GCTGCGCTGATCCCCAGTCC -3’  
VEGF-C reverse, 5’- CAAAAGCCTTGACCTCGCCCCC -3’ 
 
形態学的評価 
 標本はDP70オリンパスデジタルカメラを備えたオリンパス BX51 蛍光顕微
鏡（Olympus,Tokyo, Japan）で、ルミナビジョンソフトウェア（Mitani 
corporation, Tokyo, Japan）を用いて撮影した。CD31、α-SMA、ヒアルロン酸、
ピモニダゾールの面積は  ImageJ ソフトウェア  ( http://rsbweb.nih.gov/ij/ ) 
を用いて以下の方法で測定した。倍率 200 倍で 1 標本につき 10 視野をランダム
に撮影し、30-60 の閾値で画像処理を行った 47)。測定は閾値以上の蛍光強度を
陽性として陽性ピクセル数を計測し、総ピクセル数で除した値を陽性面積割合
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とした 47)。ペリサイトによる血管内皮の被覆率は CD31 と α-SMA の共陽性面
積割合を CD31 陽性面積割合で除して算出した。CD31 と α-SMA の共陽性面積
の検出は ImageJ ソフトウェアの画像演算の AND コマンドを使用して行い、同
様に閾値以上の蛍光強度を陽性として陽性ピクセル数を計測し、総ピクセル数
で除した値を陽性面積割合とした。腫瘍浸潤細胞数については、1 標本につき
10 視野を足底腫瘍は倍率 400 倍、背部腫瘍は倍率 200 倍で撮影し、1 視野あた
りの CD8 陽性細胞数、CD4 陽性 Foxp3 陽性細胞数、CD4 陽性 Foxp3 陰性細胞
数をカウントした 45)。 
 
エバンスブルーの測定 
 足底モデルの第 14 日目の腫瘍にエバンスブルー（0.75 mg/ 50 µl, Wako, 
Osaka, Japan）を注入した。5 分または 30 分後に腫瘍と膝窩・腸骨リンパ節を
摘出した。ホルムアミドに 67℃で一晩おいて抽出を行い、610 nm の吸光度を
測定してエバンスブルーの量を定量化した 47)。マウスはデジタルカメラ Canon 
EOS Kiss X7（Canon, Tokyo, Japan）で撮影した。 
 
フローサイトメトリー解析 
過去の報告に従って細胞単離、染色、解析を行った 44,52,53)。細胞単離のため
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に 2 % FCS、1 mg/ml collagenase A （Roche Applied Science, Indianapolis, 
IN）、20 µg/ml DnaseⅠ（Roche）、100 units /ml Hyaluronidase type I-S 
（Sigma）を含有した Hank's balanced salt solution（HBSS, Life Technologies）
を用いて、リンパ節は 37℃ 35 分、腫瘍は 37℃ 2 時間の酵素的分解を行った。
腫瘍は ACK Lysing Buffer (Life Technologies, Grand Island, NY)で溶血を行
った。細胞懸濁液を 40 µm のセルストレイナー (BD Bioscience, San Jose, CA, 
USA)で濾し、 2 % FCS、 10 mM HEPES (4‐ 2‐ hydroxyethyl‐ 1‐
piperazineethanesulfonic acid, Life Technologies) を含有した HBSSに再浮遊
させ単細胞浮遊液とした。抗マウス抗 CD16/CD32 抗体（clone 2.4G2, Tonbo 
Bioscience, San Diego, CA）でブロッキング後、下記抗体で染色した。 
FITC または  PE 標識  抗マウス抗 CD3e 抗体（ clone 145-2C11, Tonbo 
Bioscience） 
APC 標識抗マウス抗 CD4 抗体（clone RM4-5, Tonbo Bioscience） 
APC 標識抗マウス抗 CD8 抗体（clone 53-6.7, Tonbo Bioscience） 
PE 標識抗マウス抗 Foxp3 抗体（clone 3G3, Tonbo Bioscience） 
 FITC 標識抗マウス抗 CD69 抗体（clone H1.2F3, Tonbo Bioscience） 
PE標識抗マウス抗 Interferon（IFN）γ抗体（clone XMG1.2, Tonbo Bioscience） 
FITC 標識抗マウス抗 CD11c 抗体（clone N418, Tonbo Bioscience） 
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PE 標識抗マウス抗 CD80 抗体（clone 16-10A1, Tonbo Bioscience） 
PE 標識抗マウス抗 CD86 抗体（clone GL-1, Tonbo Bioscience） 
IFN-γ と Foxp3 の細胞内染色の工程には Foxp3/Transcription Factor 
Staining Buffer Kit（Tonbo Bioscience）を添付文書に従って使用した。解析に
は FACSCant Ⅱ （BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ）と FlowJo ver.10 
software （TreeStar, Ashland, OS, USA）を使用した。 
 
統計学的分析法 
全てのデータは平均±標準誤差で表記した。解析には GraphPad Prism 6 
（GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA）を用いた。2 群の比較検定
は両側 t 検定を行い、多重比較検定は one way analysis of variance （ANOVA）
後に Tukey 検定を行って有意差を検討した。p 値 0.05 未満の場合に、統計学
的有意差があると判断した。 
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【研究結果】 
１ スニチニブと MD5-1 の併用療法は抗腫瘍効果を増強した 
 背部腫瘍モデルにおける経時的な腫瘍サイズの変化を無処置のコントロール
群、スニチニブ単独投与群、MD5-1 単独投与群、スニチニブと MD5-1 の併用
療法群の 4 群で比較した。4T1 背部腫瘍モデルではスニチニブ・MD5-1 いずれ
の単剤投与群もコントロール群に比して有意に腫瘍増殖を抑制し、併用療法群
ではさらなる効果の増強を認めた（図 4A）。CT26 背部腫瘍モデルでも同様に単
独投与群と比較し併用療法群で有意な抗腫瘍効果の増強を認めた（図 4B）。 
 
２ スニチニブは足底腫瘍モデルにおいて腫瘍血管を正常化した 
 抗脈管療法と免疫療法の併用は抗腫瘍効果を増強した。この機序を解明する
ため、足底腫瘍モデルで腫瘍血管やリンパ流の変化を解析した。まず、腫瘍血
管を血管内皮のマーカーである CD31とペリサイトのマーカーである α-SMAで
免疫染色を行い評価した。コントロール群では腫瘍血管は方向性を失い、不規
則に蛇行、増殖、分岐しており、ペリサイトと血管内皮との接着も失われてい
た。スニチニブ投与群では血管辺縁が整となり、血管内皮とペリサイトは密に
接着し、形態的な改善を認めた。一方、MD5-1 投与群では明らかな改善は認め
なかった（図 5A・B）。スニチニブ以外の VEGFR 阻害剤の抗血管新生効果を比
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較するため、VEGFR-2 特異的阻害薬である SU1498、VEGFR-3 特異的阻害薬
である SAR131675、VEGFR1-3 阻害剤であるアキシチニブを投与し、腫瘍血
管の形態学的評価を行った。アキシチニブ群ではスニチニブ群と同様に血管辺
縁が整となり、血管内皮とペリサイトは密に接着し、形態的な改善を認めた（図
5C・D）。スニチニブ群とアキシチニブ群ではコントロール群と比較して有意に
血管内皮の密度が減少した（図 5E）。さらにスニチニブ群ではペリサイトの密
度減少を認めた（図 5F）。以上より、血管内皮とペリサイトの密度を減少させ
たスニチニブを最も有効な抗血管療法として以降の実験で使用した。スニチニ
ブ群では血管正常化の指標であるペリサイトによる血管内皮の被覆率がコント
ロール群と比べて有意に高かった（図 5G）。Regulator of G-protein signaling 5 
(RGS5)の欠損は腫瘍血管の正常化を誘導することが報告されているため 54)、腫
瘍における RGS5 の発現量を定量的 RT-PCR 法で評価すると、コントロール群
と比較してスニチニブ群で有意に低下がみられた（図 5H）。以上より、スニチ
ニブは足底腫瘍の血管を正常化することが示された。併用療法群においても、
血管内皮とペリサイトの密度の減少と、ペリサイトによる血管内皮の被覆率の
改善が確認できた（図 6 A-E）。 
 
３ スニチニブは足底腫瘍モデルにおいて、腫瘍から所属リンパ節、さらに上流
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へのリンパ流を改善し、腫瘍内低酸素を改善した 
 次に腫瘍から所属リンパ節へのリンパ流を評価するため、エバンスブルーを
足底腫瘍に注入し、腫瘍と所属リンパ節である膝窩リンパ節のエバンスブルー
含有量を測定した。注入から 5 分後における膝窩リンパ節のエバンスブルー量
はほぼ同等であり、腫瘍のエバンスブルー量はスニチニブ群で少ない傾向があ
ったが有意差はみられなかった（図 7 A・B）。一方、注入から 30 分後は腫瘍、
膝窩リンパ節ともにコントロール群と比較してスニチニブ群でエバンスブルー
量が減少していた（図 7C・D）。この経時的変化はスニチニブによりリンパ流が
改善し、膝窩リンパ節よりも中枢のリンパ節へエバンスブルーが移行したため
であると仮定した。それを検証するため、膝窩リンパ節の上位である腸骨リン
パ節（図 7E）のエバンスブルー量を調べると、スニチニブ群で有意に増加して
いた（図 7F）。さらにリンパ管機能を評価するため、細胞外マトリックスのプ
ロテオグリカンであるヒアルロン酸を測定した。ヒアルロン酸は、リンパ管内
皮の lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptror 1（LYVE-1)より排泄
されるため、組織内のヒアルロン酸量減少はリンパ管機能の指標となりうる 55)。
ビオチン化ヒアルロン酸結合蛋白で腫瘍の免疫染色を行うと、スニチニブ群で
はコントロール群と比較してヒアルロン酸密度の低下を認めた（図 8A・B）。以
上より、スニチニブはリンパ管の機能を改善させ、腫瘍から所属リンパ節、さ
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らに上流のリンパ節へのリンパ流を改善させることが示唆された。なお、腫瘍
（図 8C）とリンパ節（図 8D）のリンパ管の形態学的変化については、免疫染
色標本の定量化が困難であり、評価不能であった。ヘマトキシリン・エオジン
染色ではコントロール群、スニチニブ群ともにリンパ節転移は認めなかったが、
腫瘍における VEGF-C発現はスニチニブ群で増加していた（図 8E）。 
腫瘍血管の正常化とリンパ流の改善により腫瘍内の低酸素が改善した可能性
を考え、腫瘍内低酸素領域をピモニダゾール陽性面積で評価した。スニチニブ
群ではコントロール群と比べて有意に低酸素領域が減少していた（図 8F・G）。
以上より、スニチニブによる腫瘍血管の正常化、リンパ管の機能的な改善、腫
瘍内低酸素の改善が示された。 
 
４  スニチニブ単独群と併用療法群では足底腫瘍モデルにおいて腫瘍内の攻撃
性 T 細胞が増加した 
 スニチニブによる腫瘍血管正常化・リンパ流改善・腫瘍内低酸素の改善が免
疫療法にもたらす効果を調べるため、腫瘍内の免疫細胞の数の変化を検討した。
足底腫瘍モデルの腫瘍において、免疫療法に重要である CD8陽性 T細胞と CD4 
陽性 Foxp3 陰性の攻撃性 CD4 陽性 T 細胞、CD4 陽性 Foxp3 陽性の制御性 CD4
陽性 T 細胞を免疫染色で評価した。スニチニブ単独群と併用療法群ではコント
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ロール群と比較して CD8 陽性 T 細胞の数が増加していた（図 9A・B）。同様に
CD4 陽性 Foxp3 陰性の攻撃性 CD4 陽性 T 細胞もスニチニブ単独群と併用療法
群で増加していた（図 9C・D）。CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の制御性 CD4 陽
性 T 細胞の数は各群間で有意差を認めなかったが（図 9C・E）、CD4 陽性 Foxp3
陰性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の比はコントロール群と比較しスニ
チニブ単独群と併用療法群で有意に高かった（図 9F）。以上より、スニチニブ
投与により腫瘍内の攻撃性 T 細胞が増えることが示された。 
 
５ MD5-1単独群と併用療法群では所属リンパ節の樹状細胞と CD8陽性 T細胞
の活性化が増強した 
 次に足底腫瘍モデルにおいて、腫瘍の所属リンパ節である膝窩リンパ節の免
疫細胞の解析を行った。MD5-1 単独群と併用療法群ではコントロール群と比較
して、樹状細胞における活性化のマーカーである CD80 と CD86 の発現が増強
したが、スニチニブ群では変化が見られなかった（図 10A・B）。CD8 陽性 T 細
胞の割合は各群で有意差を認めなかったが（図 10C）、MD5-1 単独群と併用療
法群ではコントロール群と比較して CD8陽性 T細胞における活性化のマーカー
である CD69 発現の割合が増加していた（図 10D）。さらに、併用療法群では
CD8 陽性 T 細胞における IFN-γ 発現割合が増強していた（図 10E）。以上より、
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MD5-1 は所属リンパ節の抗原提示細胞である樹状細胞を活性化し、T 細胞を活
性化することが示された。また、MD5-1 群と併用療法群ではコントロール群と
比較して CD4 陽性 T 細胞における Foxp3 陽性の制御性 T 細胞の割合が減少し
ていた（図 10F）。 
 
６ スニチニブと MD5-1 の併用療法群では背部腫瘍モデルにおいて腫瘍内の攻
撃性 T 細胞の浸潤と活性化が増強した 
 次に、背部腫瘍モデルにおける免疫細胞の変化を検討した。足底腫瘍モデル
における結果と同様に、スニチニブ単独群と併用療法群ではコントロール群と
比較して CD8 陽性 T 細胞の数が増加し（図 11A・B）、CD4 陽性 Foxp3 陰性の
攻撃性 CD4 陽性 T 細胞が増加し、CD4 陽性 Foxp3 陽性の制御性 CD4 陽性 T
細胞の数が減少していた（図 11C-E）。また、併用療法群において CD4 陽性 Fox3
陰性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の比が最も上昇していた（図 11F）。
所属リンパ節での結果と同様に、MD5-1 単独群と併用療法群ではコントロール
群と比較して CD8陽性 T細胞における CD69発現割合が増強していた（図 11G）。
以上より、併用療法群では腫瘍内の攻撃性 T 細胞が増加し、制御性 T 細胞が減
少し、さらに腫瘍内に浸潤した CD8 陽性 T 細胞の活性化が増強していることが
示された。 
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７ 併用療法群では CT26 腫瘍モデルにおいても腫瘍血管が正常化し、CD8 陽
性 T 細胞が増加した 
これまでの 4T1 モデルで得られた結果の再現性を確認するため、CT26 背部
腫瘍モデルにおいても同様の検討をおこなった。併用療法群ではコントロール
群で認めた腫瘍血管の不規則な蛇行、増殖、枝分かれが改善し（図 12A・B）、
血管内皮とペリサイトの密度が減少し、ペリサイトによる血管内皮の被覆率が
上昇した（図 12C-E）。また、コントロール群と比較して CD8 陽性 T 細胞の数
も増加がみられた（図 12F・G）。以上より、4T1 と同様の結果が CT26 でも再
現されることが確認できた。 
 
８ CD8 陽性 T 細胞は併用療法の抗腫瘍効果に寄与した 
これまでの結果から併用療法群における CD8陽性 T細胞の増加や活性化の増
強、攻撃性 CD4 陽性 T 細胞の割合の増加を示したが、併用療法における T 細
胞の必要性を検討するため、T 細胞免疫不全があるヌードマウス背部に 4T1 細
胞を移植して背部腫瘍モデルを作成した。野生型マウスの背部腫瘍モデルにお
いて併用療法群はコントロール群に比して 84.1％の腫瘍サイズの縮小率を認め
たが（図 4A）、ヌードマウスの背部腫瘍モデルにおいては 69.7％と併用療法群
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の抗腫瘍効果が減弱した（図 13A）。さらに抗腫瘍効果に必要な T 細胞分画を調
べるため、野生型の 4T1 背部腫瘍モデルの併用療法群において、CD4 陽性 T 細
胞と CD8 陽性 T 細胞を抗体によりそれぞれ消去し、抗腫瘍効果を解析した。
CD8 消去群（CD8 単独消去群、CD4 と CD8 同時消去群）では抗腫瘍効果の減
弱がみられたが、CD4 単独消去群では抗腫瘍効果に影響を与えなかった（図
13B）。これらの結果より、併用療法の効果は CD8 陽性 T 細胞に部分的に依存
していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 32 
 
 
【考察】 
本研究はスニチニブと抗DR5抗体との併用により抗腫瘍効果が増強すること
を初めて示した。スニチニブ投与により腫瘍血管の正常化、腫瘍からリンパ節
へのリンパ流の増強、腫瘍内低酸素の改善を認め、腫瘍内の CD8 陽性 T 細胞と
攻撃性 CD4 陽性 T 細胞の増加、制御性 CD4 陽性 T 細胞の割合の減少がみられ
た。また MD5-1 投与により、所属リンパ節では樹状細胞と CD8 陽性 T 細胞の
活性化増強がみられた。これらの結果から、併用療法の抗腫瘍効果増強の機序
としては、スニチニブによる腫瘍環境正常化により、攻撃性の CD4 陽性 T 細胞
や活性化した CD8陽性 T細胞が効率良く腫瘍内に浸潤できるようになったため
ではないかと考えた（図 14）。併用療法の抗腫瘍効果は CD8 陽性 T 細胞の消去
により減弱したことから、CD8 陽性 T 細胞が特に重要であると考えた。 
スニチニブはマルチキナーゼ阻害剤であり、VEGFR-1,-2,-3、PDGFR などを
阻害する。本研究では複数のモデルでスニチニブが腫瘍血管を正常化すること
を確認した。VEGFR-2 特異的阻害剤である SU1498 は血管新生の抑制効果がス
ニチニブよりも弱かったため、腫瘍血管の抑制と正常化には VEGFR-2 と
PDGFR 阻害の併用がより有効である可能性が考えられた。なお、本研究では腫
瘍を移植していない足底血管との比較は行っておらず、腫瘍を移植して無処置
としたコントロール群と比較してスニチニブによる腫瘍血管の正常化を確認し
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ている。スニチニブにより腫瘍血管が正常血管へ完全に復することは考えにく
いが、どこまで正常血管へ近づいたかを検討することは今後の課題である。た
だし、腫瘍を移植しない場合は足底の皮下組織が非常に薄いため、解析には困
難を伴うと予想される。また、スニチニブによる血管新生阻害により無血管野
が生じれば低酸素領域が増強する可能性があると考えられるが、この点につい
ては抗血管新生療法には適切な治療期間と治療量が存在するとの概念が提唱さ
れている 56)。つまり、過剰な投与量や長期間に渡って血管新生を抑えると血管
が荒廃して有効な血管正常化と還流・低酸素領域の改善が得られない可能性が
指摘されている。ピモニダゾールによる低酸素領域の検出ではスニチニブ群で
ランダムに撮影した 10視野中 2視野前後はコントロール群と同等の陽性率であ
った。よって、低酸素の改善が得られない領域は一部存在したが、コントロー
ル群と比べて低酸素が増強した領域は認めず、本研究のスニチニブの投与量と
投与期間が血管正常化に適切であったためと考える。また、腫瘍血管内皮には
DR5 受容体が発現しており、DR5 受容体の活性化は腫瘍血管を抑制して抗腫瘍
効果を示したとの報告があるが 57)、本研究では MD5-1 単独投与では腫瘍血管
に影響を与えなかった。 
リンパ流と腫瘍については、腫瘍存在下では腫瘍非存在下よりもマウス足底
から膝窩リンパ節へのリンパ流が増強したという報告や 58)、VEGF-C 過剰発現
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の転移性腫瘍は VEGF-C非過剰発現腫瘍と比較して足底から膝窩リンパ節への
リンパ流が増強したとの報告がある 21)。スニチニブが腫瘍から所属リンパ節へ
のリンパ流に与える影響はほとんど知られていないが、本研究ではエバンスブ
ルーの移行実験によりスニチニブが腫瘍から所属リンパ節とさらに上流のリン
パ節へのリンパ流を改善した可能性、ヒアルロン酸の免疫染色により腫瘍内の
リンパ管の機能が改善した可能性を示した。スニチニブ投与はでリンパ流の増
加によって抗原を貪食した樹状細胞がより多く所属リンパ節へ到達し、所属リ
ンパ節における樹状細胞と T 細胞の活性化が増強するとの仮説を立てたが、今
回の実験ではスニチニブ単独投与では所属リンパ節の樹状細胞や T 細胞の活性
化は得られなかった。しかし、MD5-1 との併用により所属リンパ節での CD8
陽性 T 細胞における IFN-γ 発現割合が上昇したため、リンパ流の改善により
CD8 陽性 T 細胞を相乗的に活性化させる可能性も示唆された。また、リンパ管
の重要な役割の一つに、間質液のドレナージがある。間質液圧はリンパ管の圧
迫により上昇し、腫瘍の増大や治療抵抗性、遠隔転移の促進に関与するとされ
ている 5)。よって、リンパ管の機能とリンパ流の改善により間質液のドレナー
ジが改善して間質液圧が下がり、腫瘍微小環境の改善と抗腫瘍効果に繋がった
可能性がある。ただし、リンパ流が改善するメカニズムについてはリンパ管新
生に関わる VEGFR-3 の阻害が関与するものと考えられるが、その詳細な機序
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については本研究で解明できていない。また、これまでリンパ流の改善が生存
の改善につながるかを検証した論文はないため、スニチニブがリンパ流を改善
するという本研究の知見が、臨床においても免疫療法の有効性を高めて生存の
ベネフィットとなり得るかは今後の探求点であると考える。 
一方、スニチニブは VEGF-C の発現を増強してリンパ管を増やし、転移を増
やすとの報告もある 26)。本研究では腫瘍内の VEGF-C の発現はコントロール群
と比較してスニチニブ群で増強し、リンパ流も改善していたが、ヘマトキシリ
ン・エオジン染色で確認した限り膝窩リンパ節への転移は認めなかった。スニ
チニブ投与による転移の増減については複数の文献により結果が異なるため
24-26)、免疫不全か野生型かなどのマウスの違いや、スニチニブ投与レジメンの
違いが結果に影響するのではないかと推測される。また、栄養源である脂肪の
吸収にはリンパ管の中でも小腸の絨毛にある乳糜管が関連している。本研究は
腫瘍微小環境に注目し、腫瘍からのリンパ流を解析した。乳糜管については解
析を行っていないが、体重減少などの副作用を認めていないことからスニチニ
ブは乳糜管には影響を与えていないと考える。 
本研究ではスニチニブ投与により腫瘍内の攻撃性 T 細胞が増加し、制御性 T
細胞が減少した。腫瘍内低酸素は腫瘍微小環境を免疫抑制性へ誘導することが
知られているため 5,19)、血管正常化により腫瘍内低酸素が改善し、免疫抑制性
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の微小環境が改善された可能性を考えた。抗血管療法が免疫細胞浸潤を増強す
る他の機序として、VCAM-1 などの血管接着分子の発現の増強が報告されてい
る 23,59)。本研究でも腫瘍から抽出した mRNA で接着分子の発現レベルを解析し
たが、各群での有意な変化は認めなかった。しかし、スニチニブ単独群と併用
療法群ではコントロール群と比較して血管密度が低下するために発現レベルが
低下している可能性がある。今後の課題として、腫瘍から血管内皮のみをソー
ティングして mRNAを抽出して解析する必要があると考えている。また、スニ
チニブは VEGF-C の発現を増強したとの報告と 26)、VEGF-C は chemokine 
ligand（CCL）21 を介してナイーブ T 細胞の腫瘍への浸潤を増強して免疫療法
の効果を高めたとの報告がある 60)。本研究でも、腫瘍内 VEGF-C の mRNA の
発現が増加しており、この機序によっても腫瘍内の T 細胞浸潤の増強が得られ
た可能性がある。 
免疫システムの構築には多くの細胞や分子が関連している。MD5-1 の作用機
序として、アポトーシスした腫瘍細胞を樹状細胞などの抗原提示細胞が貪食し、
抗原提示細胞が T 細胞を活性化するという機序が報告されている 61)。本研究で
は樹状細胞と T 細胞に着目してリンパ節と腫瘍における免疫細胞の解析を行い、
予想通り MD5-1 投与により樹状細胞と T 細胞の活性化を認めた。しかし、腫瘍
関連マクロファージや骨髄由来免疫抑制細胞などの他の免疫抑制性細胞、
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Interleukin（IL）-10 などの免疫抑制性サイトカイン、Programmed cell death1
（PD-1）の発現などが関与している可能性は否定できない。PD-1 受容体は活
性化した T 細胞の表面に発現しており、そのリガンドである PD-L1 は抗原提示
細胞や癌細胞の表面に発現している。PD-L1 が PD-1 に結合すると T 細胞が不
活性化され、癌免疫が抑制される。現在、免疫療法として広く臨床応用されて
いる抗 PD1 抗体は疲弊した T 細胞を活性化することで腫瘍免疫応答を誘導し、
抗腫瘍効果を発揮している 62)。PD-1/PD-L1 経路と TRAIL との関連性について
の報告はほとんどないが、T 細胞を活性化する作用を有する点は両者に共通し
ている。実際、Hendriks らは PD-L1 と TRAIL の融合抗体を作成し、この融合
抗体が IFN-γ の産生などを介して強力に T 細胞の活性化し、in vitro で抗腫瘍
効果を示すことを報告した 63)。また、本研究で T 細胞免疫不全であるヌードマ
ウスでもある程度の抗腫瘍効果が保たれていた理由は、マクロファージや樹状
細胞などが有する Fc 受容体が MD5-1 に結合することで誘導されるアポトーシ
スも抗腫瘍効果に寄与しているためと考える。腫瘍微小環境の改善により腫瘍
内のマクロファージや樹状細胞が増え、よりアポトーシスが促進した可能性も
あるが、この点については現在解析中であり、今後の課題である。また、CD8
陽性 T 細胞の消去で抗腫瘍効果が減弱したことを証明したが、CD4 陽性 T 細胞
のみの消去では抗腫瘍効果に影響を与えなかったことは興味深く、攻撃性 T 細
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胞と制御性 T 細胞の両者を消去したため、効果が相殺された可能性がある。よ
って、制御性 T 細胞の抗体である抗 CD25 抗体の併用により、制御性 T 細胞の
みを消去した際の有効性が期待できる可能性がある。 
 本研究では乳癌と大腸癌モデルでの検討を行った。DR5 に感受性があるマウ
ス肺扁平上皮癌株である KLN205 での検討も試みたが、腫瘍移植段階での細胞
生存率が悪く、安定したモデル作成が困難であった。DR5 アゴニスト抗体であ
る Tigatuzumabは非小細胞肺癌を対象とした Phase 2の治験で殺細胞性抗癌剤
であるカルボプラチンとパクリタキセルとの併用療法で有効性を示すことがで
きなかった。スニチニブと DR5 との併用は肺癌を含めてヒトでは試されていな
い組み合わせであり、本研究で示した併用療法による抗腫瘍効果の増強の結果
から有望な治療法ではないかと考える。現在、非小細胞肺癌二次治療における
抗 PD1 抗体による免疫療法の奏効率は 20％程度であり、無効例も多いのが現状
である 64,65)。癌の根治を導くほどの効果があり、かつ安全な治療法が期待され
ており、免疫療法については臨床でも様々な併用療法が検討されている 66)。本
研究で示した、スニチニブが血管正常化とリンパ流の改善により腫瘍微小環境
を免疫支持性に変え、免疫細胞の浸潤を促して免疫療法の効果を増強するとい
う知見は、併用療法戦略において重要なものになると考える。 
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【結論】 
抗脈管療法は腫瘍血管と腫瘍リンパ管を機能的に改善して腫瘍微小環境を変
え、DR5 を介した免疫療法の効果を増強した。 
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【図の説明】 
図 1：抗 DR5 抗体の作用機序 参考文献 61 より改変引用 
 
図 2：脈管系と免疫系の関係 参考文献 67 より改変変引用 
 
図 3：マウスモデル作成のプロトコール 
 
図 4：背部腫瘍モデルにおける抗腫瘍効果の検討 
4T1 細胞（A）、T26 細胞（B）を day0 に BALB/c マウスに移植し、スニチニ
ブ単剤、MD5-1 単剤、MD5-1 とスニチニブの併用でそれぞれ治療した。腫瘍径
を計測し、短径（mm）×短径（mm）×長径（mm）×0.52 で腫瘍体積の近似値
を算出した。（A）コントロール群 n=6、スニチニブ群 n=10、MD5-1 群 n=6、
併用療法群 n=9。（B）コントロール群 n=6、スニチニブ群 n=6、MD5-1 群 n=8、
併用療法群 n=8。グラフは平均値±標準誤差で表記した。*p < 0.05 対コントロ
ール群、 ¶p < 0.05 対 MD5-1 群、†p< 0.05 対スニチニブ群を示す。 
 
図 5：足底腫瘍モデルにおいてスニチニブが血管に与える影響の検討 
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14 日目の足底腫瘍における解析結果を示す。A,B：血管内皮（CD31,緑）、ペ
リサイト（α-SMA,赤）の免疫染色を低倍率（200 倍）（A,C）、高倍率（400 倍）
（B,D）で示す。E,F：CD31 陽性面積割合（E）、α-SMA 陽性面積割合（F）
を示す。G：CD31 陽性かつα-SMA 陽性面積割合を CD31 陽性面積割合で除し
た値をペリサイトによる血管内皮の被覆率として示す。H：RGS5 の mRNA 発
現量をコントロール群を 1 とした相対的定量結果で示す。各群 n=6、棒グラフ
は平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05 対コントロール群、スケールバー：
50 μm（A,C）、25 μm（B,D）。 
 
図 6：足底腫瘍モデルにおいて併用療法が血管に与える影響の検討 
14 日目の足底腫瘍におけるコントロール群と併用療法群の解析結果を示す。
A,B：血管内皮（CD31,緑）、ペリサイト（α-SMA,赤）の免疫染色を低倍率（200
倍）（A）、高倍率（400 倍）（B）で示す。C,D：CD31 陽性面積割合（C）、α-SMA
陽性面積割合（D）を示す。E：CD31 陽性かつα-SMA 陽性面積を CD31 陽性
面積で除した値をペリサイトによる血管内皮の被覆率として示す。各群 n=6、
棒グラフは平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05 対コントロール群、スケー
ルバー：50 μm（A）、25 μm（B）。 
 
 54 
 
 
図 7：足底腫瘍モデルにおいてスニチニブがリンパ流に与える影響の検討 
 エバンスブルーを腫瘍移植後 14 日目に足底腫瘍に注入し、腫瘍とリンパ節を
摘出し、エバンスブルー含有量を調べた。A-D：注入から 5 分後の膝窩リンパ
節（A）、腫瘍（B）、30 分後の膝窩リンパ節（C）、腫瘍（D）のエバンスブルー
量を示す。E：足底腫瘍からのリンパ流の模式図。赤矢印はリンパの流れを示し、
足底腫瘍から膝窩リンパ節、腸骨リンパ節へ流れ、最終的には静脈角へ注ぐ。F：
注入から 5 分後の腸骨リンパ節のエバンスブルー量を示す。各群 n=6、棒グラ
フは平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05 対コントロール群。 
 
図 8：足底腫瘍モデルにおいてスニチニブがリンパ管と腫瘍内低酸素に与える
影響の検討 
A：14 日目の足底腫瘍におけるヒアルロン酸結合蛋白の免疫染色を示す。B：
ヒアルロン酸結合蛋白陽性面積割合を示す。C：14 日目の足底腫瘍における血
管内皮（CD31,緑）、リンパ管内皮（LYVE-1,赤）の免疫染色を示す。D：14 日
目の膝窩リンパ節における血管内皮（LYVE-1, 緑）、CD8陽性 T細胞（CD8, 赤）
の免疫染色を示す。E: VEGF-C の mRNA発現量をコントロール群を 1 とした
相対的定量結果で示す。F：14 日目の足底腫瘍における血管内皮（CD31,赤）、
低酸素領域（ピモニダゾール,緑）の免疫染色を示す。G:ピモニダゾール陽性面
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積割合を示す。各群 n=6、棒グラフは平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05
対コントロール群、スケールバー：50 μm（A）。100 μm（C,D,F）。 
 
図 9：足底腫瘍モデルにおいて併用療法が腫瘍浸潤 T 細胞に与える影響の検討 
 14 日目の足底腫瘍における解析結果を示す。A：血管内皮（CD31, 緑）、CD8
陽性 T 細胞（CD8, 赤）の免疫染色を示す。B：400 倍率で 1 視野あたりの CD8
陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。C：CD4 陽性（CD4, 緑）Foxp3 陰性
（Foxp3, 赤）T 細胞、CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の免疫染色示す。D：400
倍率で 1視野あたりの CD4陽性 Foxp3陰性の攻撃性 CD4陽性 T細胞をカウン
トした結果を示す。E：400 倍率で 1 視野あたりの CD4 陽性 Foxp3 陽性の制御
性 CD4 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。F：CD4 陽性 Foxp3 陰性 CD4
陽性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 CD4 陽性 T 細胞の比を示す。各群 n=6、棒
グラフは平均値±標準誤差で表記した。*P < 0.05 対コントロール群、スケール
バー：20 μm。 
 
図 10：所属リンパ節において併用療法が免疫細胞に与える影響の検討 
 足底腫瘍モデルにおいて 14 日目の膝窩リンパ節を摘出して、フローサイトメ
トリーで解析した。A,B：ヒストグラムと CD11c 陽性の樹状細胞における活性
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化マーカーである CD80（A）、CD86（B）の陽性割合を示す。C：生細胞にお
ける CD8 陽性 T 細胞の割合を示す。D：CD8 陽性 T 細胞における活性化マー
カーである CD69 陽性細胞の割合を示す。上段には各群の代表的な検体のプロ
ットを示す。E：CD8 陽性 T 細胞における IFN-γ 陽性細胞の割合を示す。上段
には各群の代表的な検体のプロットを示す。F：CD4 陽性 T 細胞における Foxp3
陽性 T 細胞の割合を示す。上段には各群の代表的な検体のプロットを示す。
（A,B,E,F）各群 n=6。(C,D) 各群 n=8。棒グラフは平均値±標準誤差で表記し
た。*P < 0.05 対コントロール群。 
 
図 11：4T1 背部腫瘍モデルにおいて併用療法が腫瘍浸潤 T 細胞に与える影響の
検討 
 21 日目の 4T1 背部腫瘍における解析結果を示す。A：血管内皮（CD31, 緑）、
CD8 陽性 T 細胞（CD8, 赤）の免疫染色を示す。B：200 倍率で 1 視野あたり
の CD8 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。C：血管内皮（CD31, 青）、CD4
陽性（CD4, 緑）Foxp3 陰性（Foxp3, 赤）T 細胞、CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細
胞の免疫染色を示す。D：200 倍率で 1 視野あたりの CD4 陽性 Foxp3 陰性の攻
撃性 CD4 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。E：200 倍率で 1 視野あたり
の CD4 陽性 Foxp3 陽性の制御性 CD4 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。
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F：CD4 陽性 Foxp3 陰性 T 細胞と CD4 陽性 Foxp3 陽性 T 細胞の比を示す。G：
フローサイトメトリーの解析結果を示す。ヒストグラムと CD8 陽性 T 細胞にお
ける CD69 陽性細胞の割合を示す。各群 n=6、棒グラフは平均値±標準誤差で表
記した。*P < 0.05 対コントロール群、スケールバー：25 μm。 
 
図 12：CT26 背部腫瘍モデルにおいて併用効果が血管と CD8 陽性 T 細胞に与
える影響の検討 
  28 日目の CT26 背部腫瘍における解析結果を示す。A,B：血管内皮（CD31,
緑）、ペリサイト（α-SMA,赤）の免疫染色を低倍率（200 倍）（A）、高倍率（400
倍）（B）で示す。C,D：CD31 陽性面積割合（C）、α-SMA 陽性面積割合（D）
を示す。E：CD31 陽性かつα-SMA 陽性面積割合を CD31 陽性面積割合で除し
た値をペリサイトによる血管内皮の被覆率として示す。F：血管内皮（CD31, 緑）、
CD8 陽性 T 細胞（CD8, 赤）の免疫染色を示す。G：200 倍率で 1 視野あたり
の CD8 陽性 T 細胞をカウントした結果を示す。各群 n=6、グラフは平均値±標
準誤差で表記した。*p < 0.05 対コントロール群を示す。スケールバー：50 μm
（A）、25 μm（B, F）。 
 
図 13： T 細胞分画の消去による抗腫瘍効果の検討 
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A: 4T1 細胞を day0 に BALB/c ヌードマウス背部に移植した。無処置のコント
ロール群と併用療法群の腫瘍増殖曲線を示す。B: 4T1 細胞を day0 に BALB/c
マウス背部に移植した。併用療法群に抗 CD4 抗体単独、抗 CD8 抗体単独、抗
CD4・抗 CD8 抗体両者をそれぞれ投与し、各 T 細胞分画を消去した。腫瘍径を
計測し、短径（mm）×短径（mm）×長径（mm）×0.52 で腫瘍体積に近似した。
各群 n=6、グラフは平均値±標準誤差で表記した。*p < 0.05 対コントロール群、
†p < 0.05 対 MD5-1+スニチニブ群。 
 
図 14：結果のまとめのシェーマ 
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スニチニブによる腫瘍血管の正常化、
リンパ流の改善
腫瘍内低酸素改善
免疫支持性の腫瘍微小環境
腫瘍攻撃性のT細胞の増加、
制御性T細胞の割合の減少
MD5-1による樹状細胞と
T細胞の活性化
抗腫瘍効果の増強
腫瘍内 所属リンパ節
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